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Amélioration de la croissance
et de la fixation
Étude de deux acacias australiens




La pression démographique constitue un danger réel pour les res¬
sources naturelles et la fertilité des sols au Burkina Faso.
La désertification avance inexorablement dans les pays du Sahel.
Pour ralentir ce processus, le Burkina Faso s'est fixé plusieurs objec¬
tifs dont la protection de l'environnement, l'autosuffisance alimen¬
taire, la satisfaction des besoins de la population en produits ligneux.
Parmi les essences forestières utilisées dans les programmes de
reboisement au Burkina Faso, les arbres fixateurs d'azote occupent
une place très importante parce qu'ils sont capables de pousser sur
des sols pauvres et de s'adapter à des milieux dégradés. De même,
dans les systèmes traditionnels d'utilisation des terres, les arbres
fixateurs d'azote sont souvent associés à des cultures vivrières. Parmi
les acacias introduits dans la sous-région, Acacia holosericea et
1 Laboratoire CNSF, BP 2682 Ouagadougou 01 , Burkina Faso.
2 Laboratoire Irbet, BP 7047 Ouagadougou, Burkina Faso
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Acacia mangium font partie des plus utilisés en plantation (Turnbull,
1986 ; Gunn et Vercoe, 1992).
Cependant, ces deux espèces sont quasi absentes du paysage rural
burkinabé. Seulement, Acacia holosericea est présente dans les
plantations du Cirad-forêt à Gonse (zone soudano-sahélienne) et
Acacia mangium à Dindéresso (zone soudano-guinéenne).
Les connaissances acquises sur ces espèces, en zone aride et semi-
aride, montrent qu'elles peuvent jouer un rôle déterminant en foreste¬
rie rurale et en agroforesterie en particulier pour la production du bois
de chauffe, la lutte anti-érosive et le maintien de la fertilité des sols.
I Matériels et méthodes
Matériels
Matériel pédologique (sols)
Les sols sont prélevés à une profondeur de 10 cm dans la plantation
de A. holosericea à Gonsé et dans la plantation de A. mangium à
Dindéresso.
Un échantillon de sol est également prélevé au pied d'un Afzelia
Africana à Dindéresso.
Matériel végétal
Les graines utilisées pour A. holosericea proviennent de Sangalkam
au Sénégal et pour A. mangium de San-Pédro en Côte d'Ivoire. Ces
graines ont été récoltées dans la station de Dindéresso.
Matériel bactérien
Les souches de référence utilisées proviennent de l'IRD/Dakar. Il
s'agit de souches de Bradyrhizobium ORS 802 et ORS 800.
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Méthodes
Traitement des sols
Chaque échantillon de sol est homogénéisé et réparti dans des sacs
en polyéthylène (20 x 8 cm) pour les expériences de piégeages des
souches de Bradyrhizobium.
Le sol prélevé sous A. africana est utilisé comme substrat de culture
pour comparer, dans un abri, l'efficacité des différentes souches de
Bradyrhizobium. Ce sol est désinfecté par autoclavage à 120 °C
pendant 1 h puis stocké dans des barriques.
Traitement des graines
Les graines sont traitées à l'acide sulfurique concentré à 95 % pen¬
dant 30 mn puis rincées abondamment à l'eau distillée. Elles sont
ensuite trempées pendant 24 h dans l'eau distillée puis mises à ger¬
mer dans l'eau gélosée à 0, 8 % à l'obscurité à 30 °C dans une étuve.
Après trois jours, les graines ont germé. Elles sont débarassées de
leur tégument et repiquées en boîtes de Pétri, en tubes à essais ou en
sachets plastiques.
Piégeage des souches bactériennes
Il consiste à cultiver pendant 2 mois, des semis d'A. holosericea et
d'A. mangium sur les sols de stations. Les nodules présents sur le
système racinaire sont soigneusement récoltés pour l'isolement des
souches de Bradyrhizobium.
Isolement des souches bactériennes
L'isolement est réalisé selon la technique décrite par Cleyet-Marel (1988).
Les nodules d'un même plant sont soigneusement lavés à l'eau cou¬
rante à l'aide d'un pinceau afin d'éliminer toutes les grosses parti¬
cules de terre. Ils sont ensuite désinfectés superficiellement par des
trempages successifs dans de l'éthan à 95 % pendant 5 à 10 s puis
dans des bains avec du chlorure mercurique à 0,1 % de 1 à 4 mn.
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Les nodules sont abondamment rincés à l'eau distillée. Ils sont
aseptiquement écrasés dans une goutte d'eau distillée à l'aide d'une
baguette en verre.
La suspension obtenue est étalée en boîtes de Pétri par la méthode
des stries sur un milieu nutritif Yeast Mannitol Agar (YMA)
(Vincent, 1970).
Les boîtes de Pétri sont incubées, à l'étuve à 30 °C, jusqu'à l'ob¬
tention de colonies de Bradyrhizobium.
Les colonies sont purifiées par des repiquages successifs.
Préparation de l'innoculum
Des colonies bactériennes sont mises en culture sur le milieu YMA
liquide sous agitation (11 rpm) pendant 7 jours dans une chambre
de culture contrôlée (photopériode 16 h, température du jour 30 °C,
température de nuit 27°C, intensité lumineuse à 6 500 lux et humi¬
dité relative maintenue entre 60-70 %).
Dénombrement des bactéries en culture liquide
La méthode dilution-étalement a été utilisée pour dénombrer les
bactéries dans une culture liquide de 7 jours. Pour cela, 10 ml de
culture liquide de chaque isolât bactérien sont mis en suspension
dans 90 ml d'eau distillée maintenus en agitation.
Cela correspond à la suspension de départ qui est diluée à 10"1. À par¬
tir de cette dilution, on prépare des dilutions de 10 en 10 jusqu'à IO-9.
Nous avons prélevé 1 ml de chacune des quatre dernières dilutions
que nous avons déposées dans des boîtes de Pétri avec trois répéti¬
tions par dilution. Nous avons ensuite coulé ces boîtes avec 20 ml
de milieu YMA à 40 °C.
Après une semaine de culture, des colonies sont observées sous la
loupe binoculaire en lumière rasante.
Chaque colonie représente une bactérie, et on choisit les dilutions
qui comprennent entre 30 et 300 colonies.
Nous avons compté le nombre moyen de colonies par dilution que
nous avons multiplié par le facteur de dilution pour obtenir le
nombre de bactéries dans la suspension de départ.
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Infectivité et effectivité
des souches de Bradyrhizobium
Culture en boîte de Pétri
Cette méthode permet de tester l'infectivité des isolats bactériens.
Elle est réalisée en boîtes de Pétri et consiste à déposer 5 semis pré-
germés sur une rondelle de papier filtre reposant sur un milieu
Shemakanova sans azote (Ba et al, 1994).
Les boîtes de Pétri sont incubées pendant 7 jours en chambre de cul¬
ture jusqu'à l'apparition des racines latérales.
L'inoculation consiste à tremper le système racinaire dans une cul¬
ture liquide de 7 jours. Pour chaque isolât bactérien, deux boîtes de
Pétri sont inoculées. Un témoin sans inoculation est prévu. Les
boîtes sont mises à incuber en chambre de culture pendant 15 jours.
Culture en tube Gibson (1963)
Elle a pour but de tester l'infectivité et l'efficacité des différents iso¬
lats bactériens sur la croisance et la fixation de l'azote chez A. holo¬
sericea et A. mangium.
Le milieu nutritif de Jensen a été autoclave pendant 3 mn à 120 °C
puis réparti dans des tubes à essais de 30 ml/tube de (220 x 20 m).
Les tubes sont ensuite bouchés avec du papier aluminium, et recou¬
verts de papier collant. Ils sont stérilisés à l'autoclave pendant
20 mn à 120 °C. Ils sont ensuite inclinés de manière à obtenir un
milieu solide en pente. On réalise deux perforations, l'une par
laquelle on introduit la radicule de la plantule et l'autre permettant
le remplissage et le maintien du niveau d'eau distillée stérile dans
les tubes. Cette dernière perforation est toujours obturée avec un
bouchon stérilisé. Les tubes sont placés en atmosphère saturée d'hu¬
midité pendant 48 h pour éviter le dessèchement des cotylédons.
Nous avons apporté 1 ml d'inoculum liquide par tube dès l'appari¬
tion des racines latérales. Les tubes sont ensuite placés dans la
chambre de culture pendant deux mois.
Le dispositif adopté est de type factoriel en randomisation totale à un fac¬
teur (souches de Bradyrizobium) avec 9 niveaux (8 souches + témoin).
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Les plants témoins non inoculés ont reçu chacun 1 ml de YMA
liquide. Chaque traitement est répété 7 fois.
Culture en sachet dans un abri extérieur
Cette expérience permet de comparer l'efficacité des différentes
souches de Bradyrhizobium sur la croissance et la nodulation chez
A. holosericea et A. mangium cultivés sur un sol prélevé sous
Afzelia africana. Les plantules sont répiquées en pépinière dans des
sachets contenant du sol désinfecté.
Les plants sont disposés dans des châssis à 30 cm du sol sous un
abri. Ils sont arrosés une fois par jour avec de l'eau de robinet. Le
dispositif factoriel est en randomisation totale à un seul facteur
(souches de Bradyrizobium) avec 9 niveaux (8 isolats bactériens et
témoin). Chaque traitement a été répété 10 fois. L'expérience a été
réalisée en saison sèche à la température et à la lumière du jour. Les
observations sont effectuées après 3 mois de culture.
Paramètres mesurés
Le matériel est séché dans une étuve à 70 °C pendant 4 jours. Nous
avons mesuré des paramètres de croissance (hauteur des plants, poids
sec de la tige et des racines) et de fixation d'azote (nombre de nodules,
poids sec des nodules, azote total en mg/plant), diamètre au collet.
Dosage de l'azote total dans les parties aériennes
Minéralisation
Dans des tubes de minéralisation, un broyât de 50 mg est additionné
à 5 ml d'acide sulfurique à 95 % en présence d'un catalyseur de
minéralisation composé de sulfate monopotassique (KHS04) et de
mercure de sélémnium anhydre (HgSe03). La minéralisation est
réalisée dans un bloc Digest20 à 350 °C pendant 3 h à la tempéra¬
ture ambiante. Il est ensuite réparti dans des fioles et le volume est
ajusté à 50 ml avec de l'eau distillée.
Dosage de l'azote total
Le dosage est effectué dans un système auto-analyseur de sensibi¬
lité 0,2 ppm comprenant un distributeur, une pompe, un colon-
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mètre, un bain-marie et une imprimante. Le principe du dosage est
basé sur la réaction de Berthelot modifiée. L'ammoniaque donne en
présence du dichloroisocyanure de sodium de la monochloramine
qui réagit avec le salicylate de sodium en amino-5-salicylate. Après
oxydation de ce composé, il se forme un complexe de couleur verte
dont l'absorbance est mesurée à 660 nm.
L'analyse consiste à injecter une solution de réaction ou complexant
dans un auto-analyseur. Une gamme étalon (1 , 2, 6, et 8 ppm de N) est
préparée à partir d'une solution mère de NH4C1 à 3,82 g/1 (1 000 ppm
de N) d'eau distillée. Les standards (Ci) sont injectés dans l'auto-ana-
lyseur. Pour chaque valeur du standard, il se forme un complexe dont
l'intensité de coloration à 660 nm est proportionnelle à l'amplitude
(Ai) enregistrée sur l'imprimante. La courbe étalon est de la forme :
Ci = aAi + b (a et b sont des constantes).
Les échantillons sont injectés et leur concentration en azote est
déterminée à partir de cette courbe étalon. Étant donné que nous
avons minéralisé 50 ml, l'azote total exprimé en % (Ct) ou en
mg/plant (Qt) des échantillons est calculé par la formule suivante :
Ct = Ci x 20 x 50 = Ci x 1 000 (en ppm)
Ct = Cix0,l (en%)
Ct = Ct x poids moyen des plants (mg ou g/plant).
Analyse statistique
Les données obtenues sont traitées avec la version 4.0 du logiciel
Statview. Les analyses de variance sont faites avec « Anova Factorial »
et les moyennes sont comparées avec le test de Fisher au seuil de pro¬
babilité de 5 %.
1 Résultats
Isolement des souches bactériennes
Cinq souches de Bradyrhizobium ont été isolées à partir des nodules
récoltés sur des plants d'A. holosericea et d'A. mangium cultivés
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dans un abri sur trois types de sols de stations. Ces souches sont
dénommées IR 503, IR 504, IR 505, IR 506 et IR 507. Les souches
IR 507, IR 505 et IR 503 ont été isolées à partir des nodules récol¬
tés sur A. holosericea. Les souches IR 506 et IR 504 ont été isolées






















Dindéresso sous A. africana
Dindéresso sous A. mangium
Gonsé sous A. holosericea
Dindéresso sous A. mangium





Origine des souches de Bradymizobium.
Courbe de croissance
des souches de Bradyrhizobium
La figure 1 indique les courbes de croissance des différentes sou¬











Courbe de croissance des souches de Bradyrhizobium.
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Les bactéries de référence et celles que nous avons isolées montrent
un temps de génération supérieur à 6 h. Ces résultats montrent que
les souches IR 507, IR 506, IR 505, IR 504 et IR 503 sont des bac¬
téries à croissance lente ou Bradyrhizobium.
Infectivité et efficacité
des souches de Bradyrhizobium
Culture en boîte de Pétri
Toutes les souches de Bradyrhizobium ont provoqué la nodulation
chez A. holosericea et A. mangium 9 jours après inoculation. Cette
méthode aseptique permet de vérifier l'infectivité des isolats bacté¬
riens en limitant les sources de contamination. Cependant, cette
technique réalisée en atmosphère confinée limite les échanges
gazeux et donc la fixation d'azote.
Comparaison des souches de Bradyrhizobium
en tube Gibson (1963)
Du point de vue de l'infectivité des isolats bactériens, les résultats
en tubes confirment ceux obtenus en boîtes de Pétri. Le dénombre¬
ment des isolats bactériens en milieu liquide a donné des résultats
comparables. Ainsi, 1 ml d'une suspension de Bradyrhizobium con¬
tient de 8 x 104 à 1,8 x 105 bactéries.
Le tableau 2 présente l'effet des souches de Bradyrhizobium sur la
nodulation et la croissance chez A. holosericea. Les souches ORS 802,
ORS 800 et IR 504 ont stimulé significativement la hauteur des plants
par rapport au témoin. Par contre, les souches ORS 928, IR 507,
IR 506, IR 504 et IR 503 n'ont pas d'effet significatif par rapport au
témoin. Les souches IR 505 et ORS 802 ont amélioré significative¬
ment la production de biomasse aérienne par rapport au témoin. La
souche IR 505 est la plus efficace pour ce paramètre. Toutes les autres
souches de Bradyrhizobium n'ont pas d'effet. La souche IR 505 sti¬
mule également la biomasse racinaire d'environ 35 % par rapport au
témoin. C'est la meilleure souche pour ce paramètre. Lorsqu'on
considère les paramètres de la fixation d'azote comme le nombre de
nodules, les souches ORS 802, IR 505 et IR 503 ont augmenté signi-
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ficativement le nombre de nodules par rapport aux autres souches.
Concernant le poids sec des nodules, les souches IR 503, IR 505,
ORS 802, ORS 800 et IR 506 sont les plus performantes. Pour l'azote
total des parties aériennes, le nombre de répétitions ne nous a pas per¬













































































Chaque valeur représente une moyenne de 7 plants. Dans une colonne, les moyennes suivies par
une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
Le nombre de répétitions ne permet pas une analyse statistique.
I Tableau 2
Effet des souches de Bradyrhizobium sur la nodulation et la croissance
chez des A. holosericea cultivés en tubes à essais pendant 2 mois.
Le tableau 3 présente l'effet de souches de Bradyrhizobium sur la
nodulation et la croissance chez A. mangium. Si l'on considère la
hauteur des plants, toutes les souches de Bradyrhizobium ont un
effet significatif par rapport au témoin, exception faite avec la
souche IR 503. En ce qui concerne la biomasse aérienne, les
souches ORS 800, ORS 928, ORS 802, IR 506, IR 507et IR 504 ont
un effet stimulant par rapport au témoin. Par contre, les souches
IR 505 et IR 503 n'ont pas eu d'effet sur ce paramètre. L'effet de la
souche ORS 800 est particulièrement remarquable sur la production
de biomasse aérienne. Elle est augmentée de 381 % par rapport au
témoin. Les résultats vont dans le même sens quand on considère la
biomasse racinaire. Par ailleurs, les souches ORS 802, 1RS 507 et
IR 504 augmentent significativement le nombre de nodules par rap¬
port aux souches IR 503, IR 505, ORS 800 et ORS 928.













































































Chaque valeur représente une moyenne de 7 plants. Dans une colonne, les moyennes suivies par
une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
Le nombre de répétitions ne permet pas une analyse statistique.
I Tableau 3
Effets de souches de Bradymizobium sur la nodulation et la croissance
chez les A. mangium cultivés en tubes à essais pendant 2 mois.
Comparaison des souches de Bradyrhizobium
sur un sol de Dindéresso
Le tableau 4 indique l'effet des souches de Bradyrhizobium sur la
croissance et la nodulation chez A. holosericea sous abri. Tous les
paramètres de croissance mesurés sur les plants inoculés sont signi¬
ficativement stimulés par rapport au témoin. Lorsqu'on compare les
souches entre elles, il apparaît clairement que la souche ORS 802
est la plus performante pour la hauteur, le diamètre au collet et la
biomasse aérienne des plants. Elle montre, pour ce paramètre, un
effet significatif sur la biomasse racinaire comparable aux
meilleures souches. En ce qui concerne les paramètres de la fixation
d'azote, la souche ORS 802 présente un nombre de nodules signifi¬
cativement plus important que toutes les autres souches de
Bradyrhizobium. Les souches ORS 802 et ORS 800 augmentent de
façon significative le poids sec des nodules par rapport aux autres
souches de Bradyrhizobium. La souche ORS 802 est la meilleure
souche chez A. holosericea.
Le tableau 5 présente l'effet des souches de Bradyrhizobium sur la
croissance et la nodulation chez A. mangium sous abri. Les souches
ORS 802, ORS 800 et IR 504 ont augmenté de façon significative la
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hauteur, le diamètre au collet et la production de biomasse aérienne
par rapport au témoin. La biomasse racinaire est stimulée par rapport
au témoin uniquement avec les souches ORS 802 et ORS 800.
En considérant les paramètres de fixation d'azote, les souches













































































Chaque valeur représente une moyenne de 10 plants. Dans une même colonne, les moyennes
suivies par une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
I Tableau 4
Effets des souches de Bradyrhizobium sur la nodulation et la croissance













































































Chaque valeur représente une moyenne de 10 plants. Dans une même colonne, les moyennes
suivies par une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
I Tableau 5
Effets des souches de Bradyrhizobium sur la nodulation et la croissance
des plants d'A. mangium cultivés dans un abri pendant 3 mois.
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I Discussion et perspectives
Les résultats obtenus en tube sur un milieu dépourvu d'azote assimi¬
lable nous ont permis de comparer l'efficacité des souches de réfé¬
rence (ORS 800, ORS 802 et ORS 928) avec des souches (IR 503,
IR 504, IR 505, IR 506 et IR 507) que nous avons isolées dans les sols
du Burkina Faso. Toutes ces souches ont nodule le système racinaire
des plants de A. holosericea et d'A. mangium. Ceci nous conduit à
penser en accord avec Dreyfus et Dommergues (1981) et Galiana
et al. (1991) que les souches de bactéries capables de noduler ces
deux espèces végétales appartiennent au genre Bradyrhizobium.
L'inoculation d'A. holosericea et d'A. mangium avec ces souches de
Bradyrhizobium a un effet bénéfique sur la croissance des plants.
Chez A. holosericea, les souches ORS 802 et IR 505 stimulent la
production de biomasse aérienne respectivement de 133 % et de
213 % par rapport au témoin non inoculé. Ces deux souches de
Bradyrhizobium sont parmi les meilleures quant au nombre et au
poids sec des nodules. La souche IR 505 a été la meilleure pour le
poids sec de la partie aérienne. Chez A. mangium, la souche ORS 800
a augmenté de 380 % la biomasse aérienne par rapport au témoin.
Les résultats obtenus en tube nous ont permis de déterminer un pre¬
mier niveau de discrimination de l'efficacité relative des souches de
Bradyrhizobium sur A holosericea et A. mangium. L'expérimentation
conduite sous abri nous a permis d'évaluer la reproductibilité des
résultats obtenus en tube.
Dans l'abri extérieur, les résultats ont été obtenus sur un sol carac¬
térisé par une teneur moyenne en azote total (500 ppm) et une
teneur très faible en phosphore assimilable (4 ppm environ). Les
résultats obtenus sur A. mangium après inoculation avec ORS 800
et ORS 802 montrent une augmentation significative du nombre et
du poids sec des nodules par rapport au témoin. La souche ORS 800
est la plus performante quant à la production de biomasse aérienne
(+ 260 %). Ce résultat est comparable avec celui obtenu en tube.
Trois mois après l'inoculation, les résultats obtenus en abri confir¬
ment l'efficacité de la souche ORS 802 déjà observée en tube sur la
croissance et la nodulation d'A. holosericea. Les effets de cette
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souche sont particulièrement marqués sur le nombre et le poids sec
des nodules, sur le diamètre au collet (+ 112 %) et sur la production
de biomasse aérienne (+ 448 %). La souche ORS 800 présente des
effets comparables notamment sur le poids sec des nodules.
Dans nos conditions expérimentales, nous avons travaillé sur un sol
dont la teneur en azote (500 ppm) est beaucoup plus importante. Dans
ces conditions et avec la meilleure souche, nous avons obtenu quatre
fois plus de matière sèche aérienne par rapport au témoin. Or, nous
savons que les légumineuses ont tendance à utiliser préférentielle-
ment l'azote du sol aux dépens de l'azote de l'air (Obaton, 1992). On
aurait pu s'attendre à une production moins importante de biomasse
résultant par exemple d'une inhibition de la nodulation et de la fixa¬
tion comme c'est le cas dans les sols riches en nitrate. Nos résultats
montrent, tout au moins pour les meilleures souches (ORS 800 et
ORS 802), une plus grande tolérance à la teneur en azote dans le sol.
Selon Colonna et al. (1991), des essais en pépinière ont montré
qu'une carence marquée en phospore assimilable à 11 ppm dans un
sol à 200 ppm d'azote total a eu pour conséquence de rendre sans
effet l'inoculation avec des souches bactériennes sélectionnées.
Dans des conditions comparables, Cornet et Diem (1982) ont
observé une augmentation de la biomasse aérienne après inoculation
avec un champignon endomycorhizien ou avec un apport de 10 ppm
de phosphore soluble dans le sol. Dans nos conditions d'études, cette
carence en phosphore assimilable n'a pas masqué l'effet de l'inocu¬
lation sur A. mangium et A. holosericea.
Nous pouvons donc envisager des expériences d'inoculation avec
des champignons endomycorhiziens et/ou ectomycorhiziens.
1 Conclusion
En conclusion, il apparaît clairement qu'il est tout à fait possible
d'améliorer par la voie symbiotique la croissance et la fixation
d'azote chez A. holosericea et A. mangium dans un sol représenta¬
tif de la province du Houet. Nos travaux ont permis également de
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montrer que des souches de Bradyrhizobium (ORS 800 et ORS 802)
originaires du Sénégal sont plus performantes que celles du Burkina
Faso. Ces résultats devraient nous permettre d'envisager l'utilisa¬
tion de ces deux souches en particulier dans des programmes d'ino¬
culation des sols de pépinière habituellement non désinfectés.
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